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導することで、生体骨組織と構造的、組成的に近似した人工骨様組織が in vitro で創製できること
が明らかとなっている 3,4)。そこで、この手法を用いて BMSC のみからなる集合体に血管網を導入
することで、造血幹細胞ニッチを有する骨様組織を作製できるのではないかと着想した。本研究で






ヒト BMSC（Lonza）とヒト第三大臼歯由来歯髄幹細胞（DPSC; Lonza）の通常培養には、Dulbecco's 
modified Eagle's medium（DMEM）に 20% ウシ胎児血清と 1% Penicillin/Streptomycin を加えた培地
を用いた。また、細胞の血管内皮細胞への分化誘導には、内皮細胞用培地である Endothelial Cell 
Growth Medium-2 for Microvascular Cells（EGM-2 MV; Lonza）に血管内皮細胞増殖因子（VEGF, R&D 
Systems）を 50 ng/mL となるように添加した血管内皮細胞分化誘導培地（EM）を用いた 5)。 
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2) 血管内皮細胞への分化能の評価 
BMSC および DPSC の血管内皮細胞への分化能を二次元、および三次元培養環境下で評価した。
まず、BMSC あるいは DPSC を、500 cells/cm2となるように培養ディッシュに播種し、EM を用い
て 37℃の湿潤環境下で培養した。培養 1、3、7、14 日後に細胞を回収し、Cells-to-CT Kits（Invitrogen）
を用いて調製した試料について、血管内皮細胞分化マーカーである VEGFA と C-X-C Motif 
Chemokine Ligand 1（CXCL1）の mRNA 発現量をリアルタイム PCR 法で定量評価した。 
また、三次元培養系としてマトリゲル上で各細胞を培養し、血管内皮細胞への分化能を評価し
た。具体的には、マトリゲルを 24 well plate の各 well に 200 μL/cm2注入し、37℃で 1 時間のゲル





1) BMSC/DPSC 集合体の作製と分化誘導 
 BMSC の細胞懸濁液に DPSC を 5～20%の細胞数となるように混合し、この懸濁液から細胞集合
体成形システムを応用することで直径 1.0 mm の BMSC/DPSC 集合体（95/5～80/20）を作製した。
また、BMSC のみで作製した集合体（100/0）をコントロールとして用いた。作製直後を培養 0 日
目とし、これら細胞集合体をシーソー型バイオリアクター上で EM を用いて 20 日間培養すること
で試料とした。 
2) BMSC/DPSC 集合体の内部構造観察 
 BMSC/DPSC 集合体内部における血管内皮細胞の分布を観察することを目的として、作製した
試料を 4% パラホルムアルデヒドで固定後、パラフィン包埋ブロックから薄切切片を作製し、血
管内皮細胞分化マーカーである CD31 の免疫蛍光染色を行った。さらに、Hoechst33342 を用いた
核染色を施し、蛍光顕微鏡で観察した。 
 BMSC/DPSC 集合体の内部構造を評価することを目的として、蛍光ビーズを用いたイメージン
グ解析を行った。BMSC/DPSC 集合体の固定処理後、FITC 蛍光デキストランビーズ（150 kDa）を




１．BMSC および DPSC の血管内皮細胞への分化能 
1) 二次元培養系 
 DPSC および BMSC を二次元培養系で分化誘導した結果、培養 7 日目以降の DPSC の VEGFA 発
現量が BMSC と比較して有意に高いことが分かった。また、培養 7 日目以降の DPSC の VEGFA 発
現量は、培養 3 日目までの DPSC の発現量と比較しても有意に高いことが明らかとなった。一方、
BMSC における VEGFA 発現量は、培養期間を通じて有意な増減を示さなかった。CXCL1 の発現量
を検討したところ、VEGFA の結果と同様に、培養 7 日目以降に DPSC は BMSC よりも高い発現を
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2) 三次元培養系 
三次元培養系で各細胞の血管内皮細胞への分化能を評価した結果、DPSC は培養 3 日目で分枝
状の形態変化を示し、培養 14 日目では毛細血管様の網目状構造を形成することが分かった（図１
C）。一方、BMSC は 14 日間の分化誘導後も形態に変化はみられなかった。また、分枝の数および























 培養直後（day 0）の細胞集合体において、CD31 陽性の細胞は観察されず、いずれの試料におい
ても核染色像のみの近似した像が観察された。一方、培養 20 日後の試料においては、DPSC の含
有割合が増加するにつれて CD31 陽性細胞が多く存在すること、さらに、CD31 陽性細胞が細胞集
合体内に均一に分布していることが分かった（図２）。BMSC のみで構成される細胞集合体（100/0）










図１．BMSC および DPSC の血管内皮細胞への分化能 
A: VEGFA の mRNA 発現量 
B: CXCL1 の mRNA 発現量 
C: BMSC および DPSC のマトリゲル上での形態変化 
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が BMSC と比較して血管内皮細胞に分化しやすいこと、さらに、DPSC が機能的な血管内皮細胞に
分化できることが示唆された。 
また、BMSC と DPSC を混合した細胞集合体を作製し、分化誘導環境下で培養したところ、集合
体内部に CD31 陽性細胞が誘導されていることが分かった。一方、BMSC 集合体では CD31 陽性細
胞がわずかしか存在しなかった。このことから、集合体内部に存在する CD31 陽性の血管内皮細胞
は DPSC 由来であると考えられた。さらに、蛍光イメージング解析で BMSC/DPSC 集合体の内部構
造を観察したところ、管腔様構造が形成されていることが示された。これらの結果から、
BMSC/DPSC 集合体内部で血管内皮細胞に分化した DPSC が毛細血管様の管腔様構造を形成したも
のと考えられた。 
なお、本研究では、BMSC/DPSC 集合体を構成する BMSC の表現型は明らかになっておらず、
BMSC が集合体内で骨形成能を発揮できるかについては今後の検討が必要である。 
【結論】 
 本研究の結果、DPSC は BMSC と比較して血管内皮細胞への分化能が高く、この分化能の違い
を応用することで毛細血管様の構造を有する細胞集合体を作製できることが明らかとなった。本
研究で作製した BMSC/DPSC 集合体は、骨髄様組織の in vitro 創製に有用であると考えられる。 
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図３．BMSC/DPSC 集合体の蛍光イメージング解析 
